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Abstract : Brachyspira (B.) hyodysenteriae is a causative agent of swine dysentery that is responsible for death and
economic losses in the pig industry. It is imperative that clinical samples be delivered fresh for accurate diagnosis. The
viability and DNA detection of B. hyodysenteriae using lab-made (phosphate buffered saline and modified tryptic soy
broth) or commercial transport media (C, D, and E) were compared by culturing and real-time PCR at 4oC or room
temperature (RT), respectively. B. hyodysenteriae grown in D (Anaerobe Systems, USA) and E (Starplex Scientific, Canada)
media was viable for 4 days at 4oC and RT. However, B. hyodysenteriae in A, B, and C (culture swab; BD Biosciences,
USA) media were not recovered after 2 days at RT. Ct values for real-time PCR at 4oC and RT ranged from 27.2 ± 2.1
(C) to 29.6 ± 0.5 (B), and 28.0 ± 0.9 (E) to 30.2 ± 1.5 (B), respectively. Considering the field conditions, it is important
that transport media is used for specimen isolation and PCR to obtain an accurate diagnosis of swine dysentery.
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서 론

Brachyspira(B.) hyodysenteriae는 그람 음성의 나선형 혐

기성 세균으로 편모(periplasmic flagella)가 있어 운동성을

가지며 돼지에서 적리(dysentery)를 일으키는 원인체이다. 돈

적리는 주로 육성돈과 비육돈에서 점액성 또는 혈액성 설사

를 일으키는 질병으로 감염돈의 폐사 및 생산성 저하 등으

로 국내는 물론 세계적으로 양돈산업에 큰 피해를 주고 있

다 [8]. 돈적리 진단법으로는 점액성 또는 혈액성 설사 증상

을 보이는 비육돈의 직장에서 멸균 면봉으로 표본을 채취하

거나, 부검하여 결장에서 점막 또는 분변을 채취한 뒤 병리

조직 검사, 세균 분리, 유전자검사를 하는 것이 일반적이다

[6]. 그러나 B. hyodysenteriae는 혐기성 균의 특성상 실험

실로 운반되는 과정 중에 지속해서 산소에 노출될 위험이

있으며 이 과정에서 사멸할 가능성이 높다 [15]. 또한 B.

hyodysenteriae는 온도의 변화에도 민감한 것으로 알려졌는데

10oC 이하에서 최장 48일까지 생존하지만 25oC에서는 생존

율이 7일 이하로 현저하게 떨어진다 [3] . 

세균 분리와 진단에는 멸균 면봉에 특수배지 성분이나 식

염수 등을 사용한 수송배지가 일반적으로 사용되고 있다. 이

는 균의 생존율을 유지하면서 유전자검사를 할 수 있는 장

점이 있으나, 혐기성 균의 보존성에 대한 결과는 매우 제한

적이다 [10]. 따라서, 혐기성 세균을 성공적으로 분리하기 위

해서는 적절한 시료 채취 후 안전한 수송배지를 사용하여 운

반하는 것이 매우 중요하다 [9]. 국내에서는 돈적리의 진단

을 위해 면봉이나 분변을 냉장 또는 상온 상태로 시료를 수

송하고 있으며 혐기성 환경을 고려한 수송배지의 조사나 연

구는 미흡한 실정이다. 따라서 본 연구에서는 돈적리 균을
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다양한 수송배지를 이용하여 수송온도(4oC, 상온)에 따라 생

존율을 비교하여 현장에 적용 가능한 최적의 수송배지 선발

을 목적으로 하였다. 

재료 및 방법

수송배지

총 5개(A, B, C, D 및 E)의 수송배지가 B. hyodysenteriae

의 생존율을 측정하기 위하여 사용되었다. 각 수송배지 중

A(phosphate buffered saline [PBS], pH7.2)와 B[Tryptic

soy broth, 10% fetal bovine serum, 0.1% L-cysteine, 0.01%

agar(BD Biosciences, USA)]는 실험실에서 제조 후 screw

cap tube에 9 mL씩 분주하여 사용하였으며, C(culture swab

with Amies medium; BD Biosciences), D(anaerobic trans-

port medium; Anaerobe Systems, USA), E(Anaérobie;

Starplex Scientific, Canada)는 시판용 제품을 구매하여 사용

하였다.

균주 및 배양

본 실험에서는 B. hyodysenteriae B78을 호주 Murdoch

대학 D. J. Hampson 교수로부터 분양받아 사용하였다. B.

hyodysenteriae는 modified CVS agar(mCVS agar; trypticase

soy agar, 6.25 µg/mL colistin, 6.25 µg/mL vancomycin, 200

µg/mL spectinomycin, 5% sheep blood and 50 mL/L feces

extract)에서 접종 후 Anoxomat(Mart Microbiology, USA)

을 사용하여 혐기 상태(N2 : CO2 : H2= 85% : 10% : 5%)를 유

지하면서 37oC에서 5일간 배양하였다. 배양배지에서 B.

hyodysenteriae에 의해 생긴 용혈 부위를 잘라 2 mL eppen-

dorf tube에 넣고 PBS 1.5 mL를 첨가한 후 Tissuelyser

(Qiagen, USA)로 균질화하였다. 이후 원심분리(5,000 × g) 한

상층액을 슬라이드글라스에 10 µL 떨어뜨린 후 위상차현미

경(×400)으로 균의 운동성 및 생존여부를 관찰하였다. 또한

멸균 PBS를 이용하여 10진 희석액을 혈액배지에 배양 후

최초의 접종 균 수를 최종적으로 확인하였다.

 

분리율 조사

수송배지에 대한 생존율 조사는 4oC와 상온에서 각각 실

시하였고, 5종(A, B, C, D 및 E)의 수송배지에 접종 균 액

을 각각 1 mL씩 접종하였다. 5일 동안 멸균 면봉을 사용하

여 균을 채취하고 mCVS 배지에 접종하여 상기와 같이 혐

기 배양하였다. B. hyodysenteriae의 생존율은 Rubin 등

[14]의 방법에 따라 평가하였다. 간략하게 기술하면, 수송배

지에서 균을 채취한 면봉을 혈액배지에 획선 도말 한 후 멸

균 loop를 이용하여 단일 집락 분리 시와 같이 연속적으로

도말 하였다. 배양 후 첫 번째 도말 부위에서 용혈이 관찰되

면 score 1, 두 번째 부위는 score 2, 세 번째는 score 3

및 네 번째는 score 4로 수치화하여 균의 생존 여부를 평가

하였다. 유전자검사를 위하여 배지에 접종한 면봉을 200 µL

멸균 PBS에 현탁 후 QIAamp DNA Mini Kit(Qiagen)를

이용하여 DNA를 추출하였다. 

수송배지 내 보존 기간별 돈적리의 유전자를 확인하기 위

해서 nox gene을 이용한 real-time PCR법을 사용하였다. 시

험에 사용한 primer 및 probe는 Table 1에 나타내었다. 반

응액 조성은 총 20 µL에 10 µL 2× ExTaq(Takara Bio,

Japan), 2 µM primer, 1 µM probe 및 2 µL template를 첨

가하였으며, real-time PCR(Corbett Research, Australia) 기

기를 이용하여 95oC에서 2분간 1회 처리 후 95oC에서 5초,

55oC에서 15초 및 72oC에서 5초 주기로 40회 반복하였다.

양성대조로 B. hyodysenteriae B78을 사용하였으며, 음성대

조로는 멸균증류수를 사용하였다. 결과는 CT 값 40 이하에서

Table 1. Oligonucleotide primers and probe used in this study

DNA nucleotide sequence (5’-3’) Position*

B_hyo-F
B_hyo-R
probe

ACTGGTTCTTGGCCTGTAACTC
GTCCTTGCTGATAAAGCTTAGAGAA
FAM-TCCTATCGAAGGCTTAAAACAAGAAGGAAC-BHQ2

557-578
704-720
557-608

*Genome position according to GenBank accession no. U19610.

Fig 1. Survival of Brachyspira (B.) hyodysenteriae in the
transport media at 4oC and room temperature for 5 days. (A)
B. hyodysenteriae was not isolated except D and E in 2 days.
(B) B. hyodysenteriae was recovered at 4oC in 3 days in A, B,
D and E media. 
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증폭되는 시료만을 양성으로 판정하였다 [4].

결 과

수송배지별로 각각 냉장(4oC) 및 상온에서 처리한 후 5일

동안 B. hyodysenteriae의 생존율을 조사하였다(Fig. 1). 시

험에 사용된 접종 균 액의 균 수는 3 × 106/mL이었으며, 이

는 score 3에 해당하였다. 온도에 따른 수송배지에서의 균

생존율을 비교한 결과 상온보다는 냉장에서 균의 보존성이

높게 나타났다. 상온(Fig. 1A)에서 돈적리 균은 배양 1일째

수송배지 모두에서 score 2를 나타내었으나 2일째에는 D와

E를 제외한 수송배지에서는 모두 검출되지 않았다. 4일째에

는 수송배지 D와 E 모두 score 1에서만 균의 생존을 확인

할 수 있었다. 냉장보관(4oC, Fig. 1B)에서는 수송배지 C를

제외한 모든 수송배지에서 3일까지 score 2를 유지하였다. 

수송배지를 냉장과 상온에서 5일간 보관한 후 실시한 유

전자검사 결과는 Table 2에 나타내었다. 수송배지별로 상온

과 냉장에서 시험 시작일(0일)과 5일 차 간의 유전자검사 결

과는 CT 값이 냉장에서는 27.2 ± 2.1에서 29.6 ± 0.5까지 그

리고 상온에서는 28.0 ± 0.9에서 30.2 ± 1.5까지로 큰 차이는

없었으나, 수송배지 C에서는 냉장과 상온 처리 시 CT 값이

27.2 ± 2.1과 28.2 ± 1.5로 다른 수송배지에 비해 표준편차가

큰 것으로 확인되었다. 

고 찰

돈적리를 진단하기 위해서는 검사 시료에서의 원인체 분

리가 매우 중요하다. 돈적리 균은 산소를 싫어하는 혐기성

세균이기 때문에 균을 분리하기 위한 수송과정에서 사멸을

최소화하여야 한다. 이를 위하여 PBS 또는 10% charcol 배

지, 면봉과 fluid가 혼합된 상용배지 등 다양한 수송배지의

사용을 권장하고 있다 [1]. 따라서 본 연구에서는 효율적인

돈적리 균 분리 및 검출을 위해 시판되는 수송배지를 선발

하여 수송 조건에 따른 돈적리 균 생존율 조사를 목적으로

본 시험을 수행하였다. 

본 연구 결과 냉장(4oC) 군이 상온처리 군보다 생존율이

높게 나타났다. 냉장에서는 C 배지를 제외한 수송배지에서

3일 이상 생존이 가능하였으나, 상온에서는 D 및 E를 제외

한 수송배지에서 2일째부터 균 분리가 되지 않았다. 즉 수송

배지를 사용할 때에도 냉장 수송이 균의 생존력을 높이는 것

으로 확인되었다. 이 결과는 다른 연구자의 결과와도 일치하

였다. Barcellos 등 [5]은 돈적리 균은 배지 상태에서 냉장

(4°C) 보관 시 7일까지 생존할 수 있으나, 37oC에서는 5일

이내에 사멸하며 분변과 혼합되었을 경우 37oC에서는 1일

이내로 생존율이 감소한다고 보고하였다. Chia와 Taylor [4]

도 10oC 이하에서는 돈적리 균의 생존이 높아 48일까지,

25oC에서는 7일까지 생존하였다고 보고하였다. 또한 건조한

환경이나 소독제 사용은 돈적리 균을 급격히 사멸시킨다고

하였다. 

본 연구 결과에서 기존 연구 결과보다 생존율이 낮게 나

타나는 것은 대부분의 연구자가 실험 시 돈적리 균의 농도

를 108-9CFU/mL로 사용하였으나, 본 연구에서는 106CFU/

mL를 사용하였기 때문으로 추정된다. 이처럼 낮은 농도를 사

용한 것은 돈적리가 동물실험에서 최소 분변 그람 당 105-6

CFU로도 감염력이 충분하다고 보고한 데 기인하였다 [12].

즉 낮은 농도(105-6CFU/g of feces)로 감염된 자돈에서도 수

송배지를 통해 3일 이내에 실험실로 운반할 경우 균 분리가

가능할 것으로 생각된다. 

Table 2. Real-time PCR for B. hyodysenteriae in the transport media at 4oC and room tempeature (RT)

Temperature Day
Transport media

A B C D E

4oC

0 30 30 26 26 25

1 28 30 27 28 28

2 28 30 24 28 28

3 28 29 27 27 27

4 29 30 29 27 27

5 30 29 30 27 28

Mean ± SD 28.8 ± 1.0 29.6 ± 0.5 27.2 ± 2.1 27.2 ± 0.8 27.2 ± 1.2

RT

0 30 29 29 27 29

1 29 28 28 28 29

2 28 30 27 27 27

3 28 32 29 28 28

4 29 31 26 28 28

5 29 31 30 30 27

Mean ± SD 28.8 ± 0.8 30.2 ± 1.5 28.2 ± 1.5 28.0 ± 1.1 28.0 ± 0.9

SD: standard diviation.
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국내에서는 신속한 진단을 위하여 균 분리보다 분변을 이

용한 유전자검사법이 일반적으로 사용되고 있다 [16, 17]. 본

연구에서는 보존 기간별 유전자검사로 5일 동안 냉장과 상

온에서 검사를 시행한 결과 유전자 변화는 거의 없었으나,

일반 분변 검사용으로 사용하는 수송배지 C는 냉장과 상온

에서 유전자 검출 시 표준편차가 크고, 배지를 이용한 생존

율에서도 상온에서는 2일 이후 사멸하기 때문에 돈적리의 수

송배지로는 적합하지 않은 것으로 확인되었다. 일반적으로

유전자진단법은 원인체가 배양되지 않아도 시료에 남아 있

는 유전자를 확인함으로써 돈적리 진단이 가능하여서 장 조

직이나 분변에 적용하고 있다. 그러나 분변은 뮤신, 배지 성

분 등과 같은 억제인자와 DNAse 또는 부패과정에서 DNA

의 자가분해 등으로 인해 유전자진단법의 민감도가 낮게 나

타난다. Gibb과 Wong [7], Patterson 등 [13]은 균 분리 시

양성을 보인 81개체 중 71개체가 PCR에서는 음성으로 확인

되었으며, 이는 유전자검사법이 임상 증상을 보이는 단계의

시료에서는 빠르고 효과적인 진단 방법이긴 하나, 수송배지

나 분변에서는 PCR 반응이 낮게 나타나므로 준 임상적 단

계의 시료에서는 균 분리가 더 효과적인 진단 방법이라고 하

였다. 또한, Boye 등 [2]은 10oC에서 유전자검사법을 시행할

때 돈적리 균이 분변에서는 최장 112일, 분변과 혼합된 토양

에서는 78일까지 검출이 가능한 것으로 보고하였다. 실시간

유전자 검사 결과 온도 간 Ct 값의 차이가 평균 1 정도로

거의 유사하게 측정된 것은 DNA의 분해가 건조한 환경에서

는 130oC, 수분이 있는 환경에서는 90oC 정도에서부터 시작

되기 때문이라고 생각한다 [11]. 

본 연구에서는 돈적리 균의 분리와 돈적리를 진단하기 위

해 B. hyodysenteriae를 수송배지에 첨가하여 생존율과 유전

자 검출률을 조사하고, 그 결과를 통해 돈적리 균의 배양과

진단 시에는 수송배지의 종류와 보존 방법이 중요함을 확인

하였다. 
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